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摘要 :【 目的 】 本 研究 旨 在 获得 家 符 Bombyx mori Bcl-2 家 族 同 源 基因 ,并 分 析 其 在 不 同 组 织 和 发 育 阶 段 的 时 空 表达 
模式 及 功能 。【 方 法】 用 cDNA 未 端 快速 扩 增 方法 (rapid amplification of cDNA ends, RACE) WEZA Bcl-2 家 族 基 
BmBufjy ,利用 SSR 分 子 标记 连锁 分 析 确 定 其 染色 体 定位 。 同 时 ,用 RT-PCR 和 qPCR 技术 分 析 该 基因 在 家 看 幼 
虫 及 变态 期 间 不 同 组 织 中 的 表达 。[【 结果 】 vu EAS AR IK ZAR Bcl-2 家 族 同 源 基因 BmBuffy ,证 明 该 基因 位 于 第 4 
号 染色 体 上 ,开放 阅读 框 长 879 bp ,编码 292 aa ,预测 其 分 子 量 大 小 为 32.4 kDa, 等 电 点 为 9.94, 日 第 130 -231 MA 
基 酸 之 间 存 在 1 个 Bel-2_like Superfamily 结构 域 。 系 统 进 化 发 育 树 表 明 ,其 与 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 的 
DmBuffy 关系 最 近 ,有 宽 基 酸 序列 一 致 性 为 27% 。BmBu 护 在 幼虫 组 织 中 的 表达 结 末 显 示 , 其 在 马 氏 管 中 表 达 量 最 
高 ,而 且 在 不 同 组织 变 态 期 的 关键 时 间 点 均 有 明显 变化 。 【结论 】 家 和 看 BmBuffy 具有 Bcl-2 家 族 典 型 结构 域 ， 
BmBuffy 定位 于 第 4 号 染色 体 上 ,BmBuffy 在 家 乍 变 态 期 的 组 织 生 理 变化 中 起 到 一 定 作 用 。 本 文 为 进一步 研究 家 和 春 
Bcl-2 家 族 基因 的 功能 奠定 基础 。 

关键 词 : KR; Bcl-2 家 族 ; 基因 克隆 ; 表达 分 析 ; 染色 体 定位 

中 图 分 类 号 : Q966 文献 标识 码 : A ”文章 编号 ; 0454-6296(2015 )07-0712-09 

Cloning and expression analysis of Bcl-2 family gene BmBuffy in the 


silkworm, Bombyx mori ( Lepidoptera: Bombycidae) 
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Abstract: [ Aim] This study aims to clone a Bcl-2 family member gene from the silkworm, Bombyx 
mori, and explore its expression profiles and roles in different larval tissues and developmental stages of 
the moth. [Methods] BmBuffy was cloned using rapid amplification of cDNA ends ( RACE) method. 
RT-PCR and qPCR were used to detect the gene expression profiles. The chromosome localization of this 
gene was conducted using SSR markers. [Results] The Bcl-2 family member gene cloned in B. mori was 
named BmBuffy, which is located on chromosome No. 4, coding a protein of 292 aa with an estimated 
molecular weight of 57. 8 kDa and pl of 9. 94. Its encoded protein also possesses a Bcl-2 like superfamily 
domain between 130 - 231 residues. Phylogenetic analysis revealed that BmBuffy is homologous to 
Dmbuffy of Drosophila melanogaster with 27% amino acid sequence identity. The expression profiles in 
different larval tissues showed that BmBuffy had the highest expression level in Malpighian tubules. There 
was significant variation in the transcription level of BmBuffy in different developmental stages including 
metamorphosis. [ Conclusion] BmBuffy has the typical Bcl-2 family domain, BmBuffy is located on 
chromosone No. 4, and BmBuffy might play a role in the alteration of tissue physiology during metamorphosis. 
This study lays a foundation for further study on the function of Bcl-2 family genes in B. mori. 
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Bcl-2 家 族 作为 一 个 细胞 凋 亡 路 径 的 重要 调控 
HAKERA EKER WEH, EZIN EE AN 
MHCA. HAAA m ES TFZX E Caenorhabditis 
elegans 到 人 类 均 发 现 了 这 一 家 族 成 员 的 存在 ,但 在 
不 同 物种 间 数 目 相 差 悬 殊 , 如 在 线虫 中 存在 3 个 
( Nehme and Conradt, 2008 , Colin et al., 2009) (1 ^ 
MC AF CED-9,2 个 BH3-only 因子 :ECL-1 和 
CED-13) ) , 黑 腹 果 量 Drosophila melanogaster 中 存在 2 
^" ( DnBuffy 和 DeDcl-2) ) ,而 在 哺乳 动物 中 数目 约 为 
20 个 (Kroemer et al., 2007) ,包括 8 个 BH-3only fi 
JCE n (Bid, Bad, Bim, Bmf, Hrk, Nbk, 
Puma 和 Noxa) ( Nehme and Conradt, 2008) ,其余 为 
促 凋 亡 因 子 | 如 Bax ( Oltvai et al., 1993) , Bak 
( Chittenden et al., 1995) , Bok 和 Bcl-Xs | FUAI Ji T 
因子 | 如 Bel-2( Cleary et al., 1986) ,Bcl-XL( Boise et 
al., 1993) , Mcl-1( Kozopas et al., 1993) , Bcl-w , Bcl- 
B( Ke et al., 2001) fll A1 ( Karsan et al., 1996) |, 
Bcl-2 家 族 重 日 可 以 形成 同 源 或 异 源 二 聚 体 结构 ， 
此 它们 可 以 以 单 体 或 二 聚 体形 式 发 挥 作 用 。 促 凋 亡 
因子 和 抑 凋 亡 因 子 之 间 的 平衡 发 挥 看 决定 细胞 生死 
命运 的 关键 作用 ,如 人 类 中 的 抑制 凋 亡 因子 Bel-xL 
和 Bcl-2 与 Bak, Bad 和 Bid 等 促 凋 亡 因 子 之 间 的 相 
互 作用 。 

虽然 Bcl-2 家 族 成 员 的 功能 不 同 ,但 在 结构 上 
有 相似 之 处 :一 是 湖 基 问 有 1 个 芷 水 的 路 膜 结构 域 ， 
决定 蛋白 的 亚 细 胞 定位 ;此 外 家 族 成 员 的 序列 同 源 
性 体现 在 至 少 含有 4 个 保守 BH 区 域 中 的 1 个 (Bel- 
2 homology 1 — 4) ( Adams and Cory, 1998) , BH1 和 
BH2 结构 域 是 抗 凋 亡 重 日 必 备 的 结构 域 ,BH4 是 抗 
J CEARA ME ( Zhao and Qian, 2005), 
同时 在 同 源 或 异 源 性 二 聚 体 和 离子 通道 的 形成 中 发 
挥 着 重要 的 作用 。 促 凋 亡 成 员 除 了 Bel-xs 缺乏 BH4 
结构 域外 ,其 中 Bid, Bad, Bik, Bnip3, Hrk/Dp95, 
Nova,Puma,Bim 和 BLK 等 仪 含 有 BH3 结构 域 , 称 
为 “BH3 only” 成 员 。 由 于 BH3 在 促进 细胞 的 凋 亡 
过 程 中 有 重要 作用 ,所 以 也 有 学 者 根据 BH3 结构 域 
是 否 外 露 将 Bel-2 和 蛋白 家 族 分 为 BH3 外 露 型 和 BH3 
隐藏 型 (McDonnell et al., 1999) ( 5» ggg e ds] T, e 
藏 型 抑制 凋 亡 ) ,Bel-2 蛋白 属于 BH3 结构 域 隐藏 
型 。 抑 制 凋 亡 成 员 结构 中 至 少 含 有 BHI 和 BH2 两 
个 结构 域 ,BH4 结构 域 处 于 J 端 ,形成 了 一 个 螺旋 结 
构 ,是 Bcl-2 RFE pi CHREAN KA 
Bcl-2 家 族 基 因 目 BmP109 ( Tambunan et al., 1998) 
被 报道 后 ,本 诛 题 组 获得 了 家 得 的 另外 一 个 Bel-2 
同 源 基 因 ,本 文 对 此 基因 的 克隆 鉴定 及 其 表达 人 研究 
进行 了 详尽 阐述 。 
























































1 材料 与 方法 


L1 供 试 材料 

Z f Mr. Hà 2H ZH 2g fll Z& BmE-SWUI ( Pan et al., 
2005 ) 由 本 细胞 研究 室 建 立 、 保 种 。 大 造 C108 大造 
ZR JE ( Dazao_L) KIE XE ( Dazao. q) m PAKA 
家 重点 实验 室 家 笨 资 源 库 保 种 。DH5a PERI E] E 
海 生物 工程 技术 有 限 公 司 。 
L2 主要 试剂 

NaCl KCl, Yeast Extract M A F Ej A A HJ ds UJ 
目 上 海 生物 工程 技术 有 限 公 司 ; Grace El E 4 JL SS 
养 基 购 自 GIBCO; 胎 牛 血清 购 自 德国 PAA 公司 ; 
Trizol 试剂 、RACE 试剂 盒 购 目 Invitrogen 公司 ; 
MgCl, LA Taq H}, X-Gal, IPTG, DNA 片段 纯化 试剂 
fx .pMDI8-T 载体 DNA 连接 试剂 盒 RNA 酶 抑制 剂 
及 基因 组 提取 试剂 盒 购 目 大 连 宝生 物 公 司 ;M-MLV 
RFR RIAN E dNTPs 购 自 Promega 公司 ;Trans 2K 
Plus DNA Marker MAAE 1805] x UJ E] RERE 
生物 技术 有 限 公 司 ; 胶 回收 试剂 盒 购 目 OMEGA, 
所 有 引物 均 由 上 海 生物 工程 技术 有 限 公 司 合成 。 
1.3 ZÆ BmE-SWUI 细胞 系 总 RNA 的 提取 及 
cDNA 的 合成 

用 PBS 清洗 密度 为 80% ~ 9096 状态 民 好 的 
BmE-SWU1 家 乍 细 胞 1 ~2 次 后 加 入 1 mL Trizol, Z4 
解 ,备用 。 家 在 各 组 织 采 用 高 温 消毒 后 的 手术 前 和 
解剖 针 等 工具 于 低温 解剖 , WAE V TIPS , C100 
mg 加 入 1 mL Trizol 备用 。 细 胞 .组织 总 RNA 参照 
Trizol Reagent 试剂 说 明 书 方法 提取 。 按 照 反 转录 试 
剂 盒 操作 说 明 合 成 cDNA 第 一 条 链 。 
1.4 家 看 基因 组 提取 

KA dk D] 2H $$ NOD UR y f XE fü TaKaRa 
MiniBEST Universal Genomic DNA Extraction Kit Ver. 
5.0 的 使 用 说 明 进 行 操作 。 
1.5 生物 信息 学 分 析 

从 美国 国立 生物 技术 信息 中 心 NCBI ( http :// 
www. ncbi. nlm. nih. gov) 下载 其 他 物种 Bcl-2 同 源 基 
„iz E-value 为 0( 由 于 物种 间 存 在 较 大 差异 ) ,分 
IIKKA 9X AED ZH IUOS VE E EDU CDS Fg EST 
数据 库 进行 BlastP 或 Blastn 比 对 分 析 ; 将 初步 得 到 
的 家 得 基因 序列 再 次 放 到 NCBI. 数据 库 (http:// 
blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi) 中 进行 在 线 比 对 ， 
如 有 果 预 测 家 看 基因 和 其 他 相应 同 源 Bcl-2 基因 的 编 
公 和 蛋白 具有 相同 或 相似 的 结构 域 , 则 该 家 不 预测 基 
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因 被 认为 是 家 至 的 Bel2 同 源 基 因 。 根 据 预 测 的 家 
ái Bcl-2 同 源 基因 序列 设计 引物 , 见 表 1。 和 蛋白 质 多 
序列 比 对 分 析 使 用 Clustal X(1. 83) 基因 ORF, H 
切 位 点 分 析 使 用 BioEdit、 系 统 进化 树 的 构建 使 用 
MECA4.0 软件 ;生日 质 结构 瑾 、 等 电 点 和 路 膜 区 的 
预测 分 别 使 用 在 线 工 具 http://www. expasy. org/ 
prosite , http :// www. expasy. org/tools/pi_tool. html 和 
http://www. cbs. dtu. dk/service/?TMHMM/ , 
1.6 BmBuffy 基因 全 长 的 克隆 

以 BmE-SWUI 家 至 细胞 的 cDNA 为 模板 克隆 
Ak fs BmBuffy ÆW Fr Ez, Ey dmi E, DA BmBuffy 
片段 为 依据 分 别 设 计 其 5 和 3 3 RACE 引物 ( 表 





58 d$ 


1); 以 肌 动 蛋白 3 基因 (BmActin-3) 为 内 参 。 
BmBuffy 片段 的 PCR 扩 增 采用 25 pL 体系 ,反应 条 
件 为 :94% 预 变性 3 min ; 94?C 变性 30 s, 559C 退火 
1 min ,72%C 延伸 90 s,30 个 循环 ;72% 延伸 10 min, 
其 5 和 3 端 序 列 的 克隆 严格 按照 Invitrogen 
GeneRacer 试剂 盒 操作 程序 进行 。 反 应 结束 后 , 取 
1 pL 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 然 后 按照 胶 回 
收 试剂 盒 操 作 说 明 进 行 胶 回 收 。 将 回收 产物 与 
pMD18-T 载体 160C 连接 过 夜 ,转化 到 大 肠 杆菌 
DH5a 感受 态 细胞 ,经 蓝 白斑 筛选 后 挑 取 阳性 菌落 
提取 质粒 ,通过 PCR 和 双 酶 切 检 测 后 送 至 上 海 英 峻 
基因 有 限 公 司 测 序 。 





表 1 本 研究 所 使 用 的 引物 
Table1 Primers used in the study 














引物 名 称 引物 序列 (5 一 3 ) 用 途 产物 长 度 (bp) 
Prime name Primer sequence Primer usage Product size 
BmBuffyPF TTCCGACCAGATAACATTG BmBuffy 片段 扩 增 088 
BmBuffyPR TTAGTCCATTCCATCCTCC Bmbuffy fragment amplification 
GeneRacer 5' R TTTCTCTCCAACGCCGCACATAG BmBuffy 5'953 3 476 
GeneRacer 5n' R GCGGTCAAGCGGCGA AAGAG BmBuffy 5' end amplification 
GeneRacer 3' F ACTCGCAAGACGGGTCACAAGG BmBuffy 3'9593 38 77A 
GeneRacer 3n 下 CAAGACGGGTCACAAGGGAGAAC BmBuffy 3' end amplification 
Nscaf2983-MF TTCACTAACACCGTCTAAGC nscaf2083 多 态 性 Marker 523 
Nscaf2983-MR GTGCCATCTATCTTGGTATC nscaf2983 polymorphism Marker 
Nscaf3077-MF TTCGCCATAGCGGCATTG nscaf3077 多 态 性 Marker 700 
Nscaf3077-MR GCAGCAGTGTCAAGAAGGTCAT nscaf3077 polymorphism Marker 
No. 4-MF GCGTACTTCGCAGCAGGTT 第 4 号 染色 体 多 态 性 Marker 292 
No. 4-MR TAAGCAAGAAATGACAGATGTATGTAAAT Chromosome No. 4 polymorphism Marker 
No. 7-MF TCCAATTTGTGTGTTTGTATGTGTG 第 7 号 染色 体 多 态 性 Marker 243 
No. 7-MR GGTTGAGAAGCAAGTCTGCGATA Chromosome No. 7 polymorphism Marker 
BmBuffyqF ACGGGTCACAAGGGAGAAC BmBuffy qPCR 引物 286 
BmBuftyqR GAAGGTCATCACGAAGAATCC BmBuffy qPCR primer 
elFF TTCGTACTGGCTCTTCTCGT BmBuffy qPCR 内 参 引 物 174 
elFR CAAAGTTGATAGCAATTCCCT BmbBuffy qPCR reference primer 
BmActin-3F AACACCCCGTCCTGCTCACTG Ws 666 
BmActin-3R GGGCGAGACGTGTGATTTCCT Reference primer 


1.7 RT-PCR 和 qPCR 检测 

RT-PCR IZA 5 龄 第 3 天 幼虫 不 同 组 织 的 
cDNA 为 模板 , 以 家 不 BmBuffy 特异 性 引物 
BmBuffyP 进行 PCR 扩 增 ( 表 1), 并 以 BmActin-3 为 
内 参 基 因 。 反 应 程序 如 下 :94%C 预 变性 3 min;94%C 
变性 30 s,55C3EK 1 min,72% 延伸 90 s,30 个 循 
环 ;72% 终 延伸 10 min。 反 应 结束 后 , 取 1 kL 扩 增 
产物 用 196 B DERE USE Ez FB, DC DU 。 

qPCR IZRA Z rh AAE 25 H8 py 2H 2H cDNA 
为 模板 ,使 用 家 大 BmBuffyq 引物 在 ABI 7000 Real- 
time PCR 检测 系统 上 进行 ,每 个 样品 重复 3 次 ;以 无 
菌 水 做 模板 为 了 明 性 对 照 ,家 看 真 核 细胞 翻译 起 始 








子 4A 基因 为 内 参 ( 表 1)。 反 应 体系 为 10 pL: 
SYBRÓ Premix Ex Taq” II 5 pL, 正 反 向 引物 (10 
wmol/L) 各 0.4 pL,cDNA 模板 (400 ng/uL)1 uL, 
ddH,O 3.2 AL。 反 应 条 件 :94% 预 变性 3 min;94%C 
30 s, 退 火 温度 60% 30 s,30 个 循环 ;72% 终 延 伸 
10 min ,反应 结束 后 采集 C, 值 ,利用 2 “相对 量 法 计 
算 BmBuffy 相对 表达 量 ( Livak and Schmittgen, 2001) 。 
1.8 BmBuffy 基因 片段 与 染色 体形 态 标 记 的 连锁 
分 析 

为 了 判断 BmBuffy 基因 位 于 哪 条 染色 体 , 本 人 研 
究 依 据 家 和 看 雌 完全 连锁 的 遗传 学 规律 ,分 别 选 择 第 
4 ^ Ut Co Se CRUS E(Dazao-L) 第 7 号 
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Xt 6, Js Ye e A 1 35 DE ( Dazao-q ) 雌性 亲本 与 
大 造 野 生 型 (C108 ) 雄性 亲本 杂交 组 合 , 获得 的 F, 
代 雌 性 成 虫 分 别 与 C108 KKE REC Dazao-q ) 雄性 
杀 本 回 交 得 到 回 交 一 代 肉 性 (BC; ) 群体 ;再 在 BC, 
群体 中 分 别 选择 茶 斑 、 竟 斑 和 正 稼 表 型 个 体 各 10 个 
用 于 BmBuffy 基因 与 第 4 或 第 7 号 染色 体 的 连锁 分 
BrCEE 1). KARE BmBuffy 基因 片段 所 在 scaffold 
附近 设计 PCR sus TESTE. WENN 
了 确保 材料 无 误 ,我 们 首先 选用 已 知 第 4 和 第 7 m 
染色 体 多 态 性 标记 No. 4-M 和 No. 7-M 检测 所 用 材 
料 。 所 用 多 态 性 引物 见 表 1 。 
P Dazao L(q) 9 x C108 d 
(M) i (W) 


F, 9 x C108 óc (Dazao q c) 


(M) i 


BC: F 


图 1 KRENE REA [8] AZ E 


Schematic diagram of the backcross between the 





Fig. 1 
wild type and mutant strain Dazao of Bombyx mori 

P; Æ4Ẹ Parents; q: KZS PE Dazao quail; L; Au&Z& HE Dazao tea 

spot; BC; : 回 交 一 代 First back cross generation; W; 野生 型 Wild 


type; M: 突变 型 Mutant. 


L9 数据 统计 与 分 析 
所 得 数据 采用 SPSS 17.0 软件 中 的 单 因素 方差 
4] Nr ANOVA, Tukey' s HSD, P <0.05 ) 进行 分 析 。 
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2. dE 


2.1  BmBuffy $& EB TZCEE ER ES SR AE BE 91] 43 T 

经 过 5 和 3 ” RACE PCR (图 2) 得 到 全 长 为 
1 632 bp 的 BmBuffy cDNA 序列 。 利 用 BioEdit 软件 
预测 其 ORF 长 为 879 bp, 编码 292 aa, 在线 集 日 质 
分 子 量 预测 大 小 为 32.4 kDa, 等 电 点 为 9.94。 依 据 
拼接 的 ORF 设计 引物 进行 克隆 测序 ,得 到 了 和 拼接 
结果 ORF 一 致 的 结果 。 在 线 NCBI 结构 域 分 析 结果 
表明 , BmBuffy 编码 产物 的 第 130 - 231 MARZ 
间 有 1 个 Bel-2. like Superfamily 结构 域 ( 图 3)。 由 
此 得 出 该 基因 属 Bel-2 家 族 成 员 。 通 过 muscle 比 对 
分 析 与 MEGA4.0 软件 邻接 点 法 分 析 BmBuffy 系统 
进化 关系 (图 5), 结 采 显 示 BmBuffy 与 昆虫 中 西方 
蜜蜂 Apis mellifera Buffy 的 进化 关系 最 近 , 故 命名 为 
BmBuffy ; H.E 2 i8. DmBuffy、 人 类 Bok 24 AE We 
序列 相似 性 分 别 为 49% 和 5195, 5j HA Hi Sj. dh 
DmBuffy RW) SX 3&BA 91 —S EJ 27960 。 通 过 在 线 跨 
Hi Z5 RJ Bk ( http://www. cbs. dtu. dk/services/ 
TMHMM/ ) ,结果 表明 在 BmBuffy W 3 mA — t2 7J 
20 aa BESTES CF] 4) ,这 很 可 能 与 BmBuffy 的 定位 
或 功能 有 关 。 
2.2 ZÆ BmBuffy 基因 的 结构 分 析 

BmBuffy 基因 由 6 个 外 显 子 组 成 ,外 显 子 /内 含 
子 边界 符合 GT-AG 规则 ;生物 信息 学 分 析 表 明 : 整 


: | 


D 











图 2 KE BmBuffy 4-3 38 PCR ra zk Fg 
Fig. 2 Cloning of the full length of BmBuffy of Bombyx mori 
A: BmBuffy 片段 PCR 电泳 检测 Electrophoresis of BmBuffy fragment; 1: DL2000 Marker; 2: BmBuffyP PCR 结果 PCR result of BmBuffyP. B: 
BmBuffyP 重组 质粒 电泳 检测 Electophoresis of BmBuffyP-pMD18-T recombinant; 1: DL2000 Marker; 2: pMD18-T 质粒 pMDIS-T plasma; 3: 
BmBuffyP Tic; Wi BmBuffyP recombinant plasma. C: BmBuffy 5'9j RACE Ik PCR 电泳 检测 Nest PCR electrophoresis of BmBuffy 5' RACE: 
1: DL2000 Marker; 2. BmBuffy 5'9jg;j RACE 5 5X PCR Nest PCR of BmBuffy 5' RACE. D: BmBuffy 5'9yg RACE 5 5X PCR f ei Joi Jor FB, Yk ø 
Electrophoresis of the recombinant plasma of BmBuffy 5' RACE: 1; Topo vector 质粒 Topo plasma; 2: BmBuffy 5'9gj RACE 5& X, PCR iti Je; Joi di. 
Recombinant plasma of BmBuffy 5' RACE. E: BmBuffy 3'9ij RACE 5X PCR 电泳 检测 Nest PCR electrophoresis of BmBuffy 3' RACE; 1; DL2000 
Marker; 2: BmBuffy 3'9ij RACE 5 5X, PCR Nest PCR of BmBuffy 3' RACE. F: BmBuffy 3 9j; RACE 5 5X PCR 沛 后 质粒 电泳 检测 Electrophoresis 


of recombinant plasma of BmBuffy 3' RACE: 
plasma of BmBuffy 3' RACE. 


1: pMDIS-T 质粒 pMDIS-T plasma; 2: BmBuffy 3' m RACE 5 5X, PCR ii Ji Ji f, Recombinant 
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图 3 ZKA BmBuffy 的 功能 域 预测 
Fig. 3 Functional domain prediction of BmBuffy of Bombyx mori 
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图 4 ZÆ BmBuffy 蜂 膜 区 域 预测 示意 图 
Fig. 4 Schematic diagram of the transmembrane region of BmBuffy of Bombyx mori 
蓝 色 的 线 代 表 膜 内 区 域 ; 红色 的 线 代表 跨 膜 区域 ; 紫色 的 线 代 表 膜 外 区 域 。The blue line indicates the region inside the membrane, the red line 


represents the transmembrane region, and the purple line represents the region outside the membrane. 


个 基因 位 于 3 条 scaffold 上 ,跨越 2 条 染色 体 (图 
6) ， 其 中 nscaf 2981 和 nscaf 2983 同位 于 第 7 5% 
色 体 上 ,而 nscaf 3077 位 于 第 4 号 染色 体 上 。 
2.3 ZE BmBuffy 基因 在 各 组 织 与 不 同 变态 期 的 
表达 

为 了 确认 材料 的 准确 性 ,我 们 利用 第 4 和 7 号 
染色 体 的 已 知 多 态 性 SSR 标记 No. 4-M 和 No. 7-M 
对 所 用 材料 进行 验证 ,结果 显示 两 组 材料 BC F 群 
体 中 显 性 表 型 个 体 的 市 型 与 E, 市 型 一 致 , 隐 性 表 型 
个 体 的 剂型 与 隐 性 雄 杀 带 型 相 一 致 ,表明 材料 无 误 
(图 7)。PCR 标记 与 染色 体形 态 表 达 的 连锁 分 析 结 
果 显 示 : 无 论 是 基于 nscaf 2983 ,还 是 基于 nscaf 3077 
设计 的 标记 均 只 与 第 4 号 染色 体形 态 标 记 工 连锁 
(图 8) ,而 与 第 7 号 染色 体形 态 标 记 q 独立 遗传 ,这 
表明 Buffy 基因 片段 所 坐落 的 2 个 scaffold 应 位 于 第 
4 号 染色 体 上 。 

利用 RT-PCR 分 析 BmBuffy 基因 在 家 三 5 龄 3 
天 不 同 组 织 中 的 表达 结果 显示 : BmBuffy EKRA 
组 织 中 的 表达 水 平 相对 较 低 ,其 中 马 氏 管 中 表 达 量 
最 高 ,中 肠 、 涉 和 血液 中 表达 量 次 之 ,而 在 其 他 组 织 
中 则 表达 量 很 低 ( 图 9) 。 从 整体 家 和 春 的 变态 阶段 来 
看 ,上 族 后 第 216 小 时 BmBuffy 转录 水 平 表 达 量 最 
高 ,达到 极 显 车 水平 ( 图 10: A)。 相 反 , 脂 肪 体 中 上 























禾 后 第 216 小 时 的 表达 量 却 几 乎 检测 不 到 , fd E 
后 第 48 小 时 表达 量 最 高 ,达到 极 显 若水 平 ( 图 10: 
D) 。 在 体 壁 和 中 肠 中 此 时 期 昌 有 表达 并 都 不 是 最 
高 ,其 中 , 体 壁 中 上 艇 后 第 240 小 时 , 即 化 蛾 前 1 d 
Xe CE] 10: B) , 呈 极 显 若水 平 ;中 肠 中 它 的 表达 
量 在 上 族 后 第 144 小 时 表达 最 高 , 较 其 他 组 织 中 的 
表达 量 达 到 显赫 或 极 显 车 水 平 (图 10: C) 。 此 外 ， 
丝 腺 中 它 的 最 高 表达 量 却 在 丝 腺 郁 家 急剧 退化 时 期 
之 前 的 24 h, BIERES 24 小 时 (图 10: E), 




















3 讨论 





本 人 研究 基于 其 他 物种 已 发 现 的 Bcl-2 家 族 成 员 
和 家 盔 基 因 组 数据 库 , 运 用 生物 信息 分 析 计 算 方法 
进行 家 和 奏 全 基因 组 分 析 , 发现 了 哺乳 动物 Bok 同 源 
基因 。 由 于 进化 分 析 绪 来 显 示 家 得 该 同 源 基 因 与 末 
晶 等 昆虫 的 Buffy 基因 进化 关系 更 近 , 故 命名 为 
BmBuffy。 这 是 继 Tambunan 等 (1998 ) 报道 的 含有 
Bcl-2 家 族 结构 域 基因 BmP109 外 的 又 一 个 家 看 
Bcl-2 家 族 成 员 。 基 因 组 测序 结 末 将 其 定位 于 两 条 
染色 体 上 , 即 第 4 和 第 7 号 染色 体 上 。 由 于 在 目 然 
界 中 这 一 现象 很 少见 ,本 人 研究 采用 了 SSR 分 析 方 法 
对 其 加 以 证 实 ,结果 表明 nscaf2983 和 nscaf3077 同位 
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图 5 ZKA BmBuffy 跨 腊 区域 预测 示意 图 
Fig. 5 Phylogenetic analysis of Bombyx mori Bcl-2 members with homologs in other insect species and their domain architectures 
Ae; 埃及 颁 蚊 Aedes aegypti; Am; H I I Apis mellifera; Bm; KÆ Bombyx mori; Ce: 秀丽 隐 村 线虫 Caenorhabditis elegans; Cq: Z JE IX 
Culex quinquefasciatus ; Dr; 斑马 鱼 Danio rerio; Dm; 5g t Drosophila melanogaster; Hs: 人 Homo sapiens; Hv; 水 昕 Hydra vulgaris; Rn; 大 
Bi, Rattus norvegicus; Mm: 小 鼠 Mus musculus; Ph; 体 乱 Pediculus humanus corporis; X1; EW JRI Xenopus laevis; Ss; ftt f& Salmo salar; Tc; JR 
WAR Tribolium castaneum. 绿色 矩形 代表 BH4 结构 域 ; ZLfa AE TV BH 结构 域 ; 蓝 色 和 矩形 代表 BHI 结构 域 ; 紫色 和 矩形 代表 BH2 结构 
域 。The green rectangular represents BH4 domain, the red rectangular represents BH3 domain, the blue rectangular represents BH1 domain and the 


purple rectangular represents BH2 domain. 


Eur 


Scaffold2983 Scaffold3077 
fScaffold298 | | 
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图 6 KE BmBuffy 基因 的 外 显 子 组 成 及 染色 体 分 布 示意 


Fig. 6 Composition and location of exons of BmBuffy in Bombyx mori chromosomes 


718 EL h^Ejl Acta. Entomologica Sinica 58 卷 
8 


No.4-MI No.7-M2 _ 


14-23 [24-26 27-36 | 










"Wr | A par I jii 
b 
- TT 

5000 

3000 

2000 


Hon li ul 


3 flh Missis d 


图 7 "T 7 号 "m 料 的 确认 
Fig. 7 Confirmation of the chromosome No. 7 material of Bombyx mori 
1, 24; 3 Dazao; 2, 25; C108; 3, 26; F, 4 F, generation; 4 — 13, 27 —36; BC, Z&aEfK First backeross generation of mutant; 14 — 
23, 37 -46: BC, 野生 型 First backcross generation of wild type. 
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图 8 KE BmBuffy ÆA BS P2 Xe p RU 25 RR 
Fig. 8 Genetic linkage location of BmBuffy of Bombyx mori 
1: C108; A2: KIEŽ PE Dazao tea spot; B2: Xii 353 Dazao quail; 3: Fj 4Ẹ F; generation; 4 — 13; 突变 型 Mutant; 14 -23 : 野牛 型 Wild type. 
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图 9 ZKE BmBuffy 基因 在 5 We 3 天 不 同 组 织 中 的 表达 分 析 
Fig. 9 Expression profiles of Bmbuffy in different tissues of day-3 5th instar larvae of Bombyx mori 
1: 体 壁 Cuticle; 2: 马 氏 管 Malpighian tubules; 3; Bl & Ovary; 4: 后 部 丝 腺 Hind part of silk gland; 5: 脂肪 体 Fat body; 6: 前 部 丝 腺 Front part 
of silk gland; 7; T8 5& Testis; 8: 中 肠 Midgut; 9; 3k Head; 10; 血液 Blood. 


同位 于 第 4 €— Hi DA DC M A HU E i 
HH nscaf2981 也 在 第 4 号 染色 体 上 ,但 是 nscaf2981 
总 长 度 仅 为 177 465 ie 7 ^ WE C5 VE BS ong 
部 ,因此 本 人 研究 组 推断 nscaf2981 很 大 程度 上 位 于 第 
4 号 染色 体 上 。 故 此 ,BmBufjy 基因 应 该 位 于 第 4 号 
染色 体 上 。 

家 和 奏 晴 期 是 其 由 幼虫 过 
虽然 外 观 似乎 ? 


寺 渡 到 成 虫 的 重要 阶段 。 
变化 不 大 ,但 其 内 部 的 各 组 织 却 进行 


看 激烈 的 解 离 、 发 生 和 重 构 ,从 而 为 成 虫 形成 作 准 
备 。 本 研究 着 重 对 家 和 硒 几 个 较 大 且 变 化 显 考 的 组 织 
di H CHE, P M 8 US VR ££ BR ) 中 的 BmBuffy 表 
达 量 进行 了 分 析 。 由 于 整 盘 是 重 体 各 组 织 的 有 机 组 
合体 ,因此 BmBuffy 在 各 组 织 中 的 表达 趋势 与 整体 
并 不 完全 一 致 。 在 家 得 变态 发 育 过 程 中 ,化 蛾 前 1 d 
(W216 h) 幼虫 体 壁 鳞 化 成 有 鲜 毛 的 成 虫 体 盛 ; 化 师 
后 5-7 d( W96 -144 h) 幼 虫 的 中 肠 从 巨大 且 圆 长 
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图 10 家 在 BmBuffy 在 变态 
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Fig. 10 Transcriptional activity of BmBuffy 1n different tissues of Bombyx mori during metamorphosis stage 
A; A Whole body of silkworm; B: 体 壁 Cuticle; C; 中 肠 Midgut; D: 脂肪 体 Fat body; E: 丝 腺 Silk gland; 509; 5 龄 第 9 天 Day-9 5th instar 
larva; WO: EEG 50 小 时 Wandering 0 h. 其 余 以 此 类 推 The rest may be deduced accordingly. 


AE LR /] NRI BEIRAK s NR 1 天 (W0 h) 幼 虫 的 丝 腺 
组 织 开 始 急剧 退 化 到 师 后 第 3 KWENI ; fe 
2 -3 d( W24 - 48 h) 牌 的 生殖 系统 开始 加 速 发 育 ， 
需要 充足 的 能 量 供给 ,而 BmBufy 的 表达 变化 在 这 
儿 个 变态 关键 时 期 均 达 到 显 普 或 极 显 和 者。 由 此 推断 
BmBuffy 很 可 能 在 家 看 变态 期 的 组 织 生理 变化 中 起 
作用 ,这 一 猜测 将 在 下 一 步 的 研究 中 进行 证 实 。 
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